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Beschreibung 

Die Ertindung betriftt ein universelies Verfahren zur Iso- 
lierung und Reinigung von Desoxyribonukleinsiiuren 
(DNA) aus beliebigen Ausgangsmaterialien und Mengen, 5 
welche DNA enthalten ; unter Vermeidung der Anwendung 
chaotropcr Substanzcn. Die Anwcndungsgcbictc des Vcr- 
fahrens sind alie mit DNA-Isolierungen sich beschafugen- 
den Laboratories wie forensische Medizin, Lebensrnittel- 
diagnostik, medizinische Diagnostik, Molekularbiologie, 10 
Biochemie, Gentechnik und alle anderen angrenzenden Ge- 
biete. 

Unter klassischen Bedingungen erfolgt die Isolierung von 
DNA aus Zelien und Geweben dadurch, daG die Ausgangs- 
materialien unter stark denaturierenden und reduzierenden 15 
Bedingungen, teilweise auch unter Verwendung von pro- 
teinabbauenden Enzymen aufgeschlossen, die austretenden 
Nukleinsaurefraktionen iiber Phenol-/Chloroform-Extrakti- 
onsschritte gereinigt und die Nukleinsauren mittels Dialyse 
oder Ethanolprazipitation aus der waSrigen Phase gewonnen 20 
werden (Sambrook, J., Fritsch, E. F. und Maniatis, T„ 1989, 
CSH, "Molecular Cloning"). 

Diese "klassischen Verfahren" zur Isolierung von Nukle- 
insauren aus Zelien und besonders aus Geweben sind sehr 
zeitaufwendig (teilweise langer als 48 h), erfordern einen er- 25 
heblichen apparadven Aufwand und sind dariiber hinaus 
auch niche unter Feldbedingungen realisierbar. Aulterdem 
sind soiche Methoden auf Grund der verwendeten Chemika- 
lien wie Phenol und Chloroform in einern nicht geringen 
Ma8e ges undheitsgefahrdend. 30 

Verschiedene alternative Verfahren zur Isolierung von 
Nukleinsauren aus unterschiedlichen biologischen Aus- 
gangsmaterialien errnoglichen die aufwendige und gesund- 

heitsschadigende Phenol-/Chloroforrn-Extraktion von Nu- 

kleinsauren zu umgehen sowie eine Reduzierung der zeidi- 35 sorbieren. Die Stbrung der iibergeordneten Strukturen des 
chen Aufwendungen zu erreichen. wasserigen Millieus erfolgt dabei immer unter Anwesenheit 

Alle diese Verfahren basieren auf einer von Vogelstein chaotroper Ionen und ist bei hohen Konzentrationen dieser 
und GiUespie (Proc. Nad. Acad. Sci. USA, 1979, 76, fast quandtauv, Auf dieser beschriebenen physiko-chemi- 
615-619) entwickelten und erstmals beschriebenen Me- schen Basis enthalten alle kommerziell verfuebaren Sy- 
thode zur praparativen und analytischen Reinigung von 40 steme zur Isolierung von Nukleinsauren Pufferkomposido- 
DNA-Fragmenten aus Agarosegelen. Die Methode kornbi- nen mit hohen Ionenstarken chaotroper Salze, flir die Bin- 
niert die Auflosung der die zu isolierende DNA- Bande ent- dung von Nukleinsauren an eine Nukleinsauren- bindende 
haitende Agarose in einer gesatdgten Losung fixierte DNA feste Phase. 

wird anschlieBend mit einer Waschlosung (20 mM Tris HQ Spezifische Modifikauonen dieser Verfahren betreffen 

[pH 7,2]; 200 mM Nad; 2 rnM EDTA; 50% v/v Ethanol) 45 den Einsatz von spezifischen Tragermaterialien, welche fur 



Ein fur eine Vielzahi unterschiedlicher Anwendunsen 
prukukables Verfahren zur Isolierung von Nukieinsauren'isi 
in US 5.234.309 (Boom) dargestellt. Don ist ein Verfahren 
zur Isolierung von Nukleinsauren aus nukleinsaurehaltigen 
Ausgangsmaterialien durch die Inkubation des Ausganas- 
materials mit einem chaotropen Puffer und einer DNA-bin- 
denden festen Phase bcschricbcn. Die chaotropen Puffcr 
realisieren sowohl die Lyse des A usgangs materials wie auch 
die Bindung der Nukleinsauren an die feste Phase. Das Ver- 
fahren ist gut geeignet, urn Nukleinsauren aus kleinen Pro- 
benmengen zu Isolieren und findet spezieli im Bereich der 
Isolierung viraler Nukleinsauren seine praktische Anwen- 
dung. 

Entscheidende Nachteile des Verfahrens bestehen aber 
u. a. darin. dafi der durch die chaotropen Puffer realisierte 
AufschluB nicht fur alle Materialien einsetzbar ist bzw. auch 
fur grdGere Mengen an Ausgangsmaterialien nurextrern in- 
effizient und unter einem groBen Zeitaufwand realisiert wer- 
den kann. Dariiber hinaus sind mechanische Homogenisie- 
rungs verfahren notwendig, wenn z. B. DNA aus Gewebe- 
proben isoliert werden soli. Weiterhin mussen fur verschie- 
dene Fragestellungen DNA aus Gewebeproben isoliert wer- 
den soli. Weiterhin mussen fur verschiedene Fragestellun- 
gen auch immer verschieden hone Konzentradonen unter- 
schiedlicher chaotroper Puffer eingesetzt werden. Das Ver- 
fahren ist damit in keiner Weise universell einsetzbar. 

Das physiko-chemische Prinzip der nach dem bekannten 
Stand derTechnik heute eingesetzten und kommerzieil ver- 
fugbaren Systeme zur Isolierung von Nukleinsauren auf der 
Basis der Bindung von Nukleinsauren an die Oberflachen 
rnineralischer Trager soil dabei in der Stdrung ubergeordne- 
ter Strukturen des wasserigen Millieus bestehen, durch wel- 
che die Nukleinsauren an der Oberflache von mineralischen 
Materialien, insbesondere von (Has- bzw. Siiicapartikeln ad- 



gewaschen und abschlieSend von den Tragerpartikeln abge- 
16s L 



50 



Diese Methode erfuhr bis heute eine Reihe von Modifika- 
uonen und wird zum gegenwardgen Zeitpunkt fur unter- 
schiedliche Verfahren der Extraktion und Reinigung von 
Nukleinsauren aus unterschiedlichen Herkunften angewen- 
det (Marko, M. A., Chipperfield, R. und Birnboim, H. G., 
1982, Anal. Biochem., 121, 382-387). 

Dariiber hinaus existieren heute weltweit auch eine Viel- 
zahi von Reagenziensystemen, vor allem zur Reinigung von 55 einem 
DNA-Fragmenten aus Agarosegelen und fiir die Isolierung 
von Plasmid DNA aus baktcricllcn Lysatcn, abcr auch fur 
die Isolierung von langcrkcttigcn Nukleinsauren (genom- 
ische DNA, zellulare Gesamt-RNS) aus Blut, Geweben oder 
auch Zellkulturen. 

Alle diese kommerziell verfugbaren Kits basieren auf 
dem hinlanglich bekannten Prinzip der Bindung von Nukle- 
insauren an mineralische Trager unter Anwesenheit von Lo- 
sungen unterschiedlicher chaotroper Salze und verwenden 
als Tragerrnarerialien Suspensionen feingemahlener Gla- 
spulver (?.. B. Glasmilk, BIO 1 01 1 La Jolla, CA), Diatomen- 
erden (Fa. Sigma) oder auch Silicagele. (Diagen, 
DE41 39 664 Al). 



besdmrnte Fragestellungen applikadve Vorteile zeigen (In- 
vitek GmbH WO 95/34569), die jedoch die gleichen Nach- 
teile aufweisen. 

Aufgabe der Erfindung war es deshalb, ein Verfahren zur 
DNA-Isolierung bereitzusteilen, das einfach und universell 
anwendbar ist. 

Uberraschend wurde festgestellt, daB zur Isolierung von 
DNA aus beliebigen Ausgangsmaterialien das DNA enthal- 
tende Material ohne Verwendung chaotroper Substanzen mit 
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- neuarugen Lysc/BindungspufTcrsystcm, welches 
cine wasscrigc Losung umfaBt, die cine nichtchaotropc 
Salzkomponente und eine lysierende Komponente auf- 
weist, 

- und einer beliebigen festen Phase in Kontakt ge- 
bracht wird. 



wodurch Lyse und Bindung der DNA an die feste Phase er- 
folgt AnschlieBend wird das System nach an sich bekannten 
Methoden gewaschen und die DNA von der fesren Phase ge- 
ldst. 

Bevorzugte Ausgangsmaterialien sind DNA enthaltende 
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komplexe A us gangs ma ten alien, wie kompakte Prianzenma- 
lerialien, wie z. B. Fruchle; Sainen; Blatter; Nadeln etc., kli- 
nisch relevanten Proben, wie z. B. Vollblut; Gewebe, Mikro- 
bioptate, parafnnierte Materialien, ercp-proben, Tupferma- 
terial von Abstrichen, Lebensmittel, wie z. B. Fisch, Wurst, 5 
Konserven, Milch, forensischen Proben, wie z. B. Haarwur- 
zcln, Zigarcttcnkippcn, Blutspurcn und andcrc Proben, die 
DNA enchaken. 

Bevorzugte Salzkomponenten im Sinne der Erflndung 
sind Arnrnoniumchlorid, Kaliumchlorid, Magnesiumchlo- 10 
rid, Calciumchlorid und/oder Natriumchlorid und aUe Salze 
mit analogen Eigenschaften. Erstaunlicherweise reichen fur 
die Bindung der DNA an die festen Trager schon geringe 
Konzentrauonen an diesen Salzen von vorzugsweise < 
I M. bei bestimmten Applikadonen bevorzugt sogar Kon- 15 
zentradonen < 0,5 M. 

Als lysierende Komponenten werden bevorzugt anioni- 
sche, kadoniscbe oder neutrale Detergenden, wie z. B'! SDS, 
TritonXlOO Oder CTAB eingesetzt, und/oder Protein-abbau- 
ende Enzyme. 20 

Nach der erfolgten Lyse des Ausgangsmaterials wird die 
Suspension ggf durch einen kurzen Zentrifugadonsschritt 
von noch nicht vollstandig lysierten Bestandteilen abge- 
trennt und mit dem DNA-bindenden Material direkt inku- 
biert bzw. eine fur die Bindung der DNA an das eingesetzte 25 
Tragermaterial Opdmierung erfoigt durch die Zugabe einer 
alkoholhaldeen Losune. wie z. B. Isopropanol oder HtOH. 

Gegebenenrails bennden sich im Lyse/Puffersystem zu- 
satzlich geringe Konzentrationen (< 50 mM) an EDTA oder 
Tris-HCl. Fiir die Isolierung von DNA aus sehr stark verun- 30 
reinigten Ausgangsmaterialiea erfoigt erfindungsgemaB be- 
vorzugt der Zusatz von 2^4% Polyvinylpyrolidone zum Puf- 
fersystem zur selektiven Bindung von inhibitorischen Kom- 
ponenten. 

Als Bindungsmaterialien fur die zu isolierende DNA ha- 35 
ben sich bevorzugt kommerziell verfugbare Glasfaser\'liese 
in Zentrifugadonssaulen (Fa. LIDA), Siliziumverbindungen 
wie SiC>2 unterschiedlicher TeilchengroBe wie auch sog. 
AEROSILE hervorragend bewahrt. Nach der Inkubation mit 
dem DNA-bindenden Material erfoigt die Abtrennung des 40 
Lysates vorn Bindungsmaterial durch einen kurzen Zentrifu- 
gadonsschritt. Nachfolgend wird in an sich bekannter Weise 
mit einem Waschpuffer z. B, bestehend aus mindestens 50% 
Ethanoi und gegebenen falls einer geringen Salzkonzentra- 
Uon z. B; NaCl gewaschen, das Tragermaterial wird ge- 45 
trocknet und die gebundene DNA mittels eines an sich be- 
kannten Niedrigsalzpuffers (Tris-HCl; TE; Wasser) und ge- 
gebenenfalls bei einer Temperatur von 50-70°C eluiert. 

Uberraschend fungieren als Tragermaterialien alle Mate- 
rialien, die fur die bisherige Isolierung mit chaotropen Re- 50 
agenden einsetzbar sind. 

Eine weitere Ausfiihrungsvariante der Erfindung besteht 
darin, daB zur Lyse von schwer aufschlieBbaren Ausgangs- 
materialien, z. B. kompakten Gewebeproben, HaarwurzeLn 
bzw. zur Opdmierung der Lyseefftzienz und zur Reduzie- 55 
rung notwendiger Lysezeiten der Zusatz von Protein- abbau- 
enden Enzymcn, vorzugsweise Proteinase^ wie z. B. Pro- 
teinase K, erfoigt. 

Uberraschend benodgt das erfindungsgemaUe Verfahren 
fiir die Bindung von Nukleinsauren an Tragermaterialien 60 
wie z. B. Glasfaservliese, Nanopartikel aus Silicamaterial 
oder Si0 2 -Partikel keine chaotropen vSalze. Dariiber hinaus 
ist auch die fiir eine Bindung von DNA notwendige Ionen- 
starke erstaunlicherweise sehr niedrig. Diese Ergebnisse 
zeigen damit. eindeutig, daB die Adsorption von Nukleinsau- 65 
ren an die Oherflaehen mineralischer Trager auch iiher an- 
dere Mechanismen realisiert werden kann, bzw. das der be- 
schriebene Mechanismus nicht zutreffend ist. 



Die der Erfindung zugrunde liegenden experimenteUen 
Duten zeigen, da!3 ofifensichllich ledigliuh eine Minimalkon- 
zentration an lonen fiir eine Adsorpdon von Nukleinsauren 
an ein Tragermaterial hinreichende Bedingung ist. 

Diese Entdeckung ermoglichte, ein neues und universell 
einsetzbares Verfahren zur Isolierung von DNA aus alien 
DNA cnthaltcndcn Ausgangsmaterialien wie auch aus bclic- 
bigen Mengen an unterschiedlichscen Ausgangsmaterialien 
zur Verfugung zu stellen, wobei das eingesetzte Verfahren 
mit einem Puffersystem zur Bindung der DNA an ein mine- 
ralisches Tragermaterial realisiert werden kann, welches 
keine chaotropen lonen enthak, nur eine geringe lonenstarke 
aufweisc und dariiber hinaus fiir alle Ausgangsmaterialien 
aus denen DNA isoliert werden soli Liber eine universede 
Lyse dieser Materialien universell eingesetzt werden kann. 

In seiner ailgemeinsten Anwendungsvariante kann mit- 
tels des erfindungsgemaBen Verfahrens aus alien dem Stand 
der Technik entsprechenden fiir eine DNA-Extraktion aus- 
gewahken komplexen Ausgangsmateriaden eine Nuklein- 
saureextrakdon durchgefuhrt werden, d. h. mittels des neuen 
universellen Puffersystem kann die hocherfiziente Lvse und 
nachfolgende Nukleinsaurebindung an einen mineralise hen 
Trager aus kompakten Pflanzen materialien (z. B. Friichte; 
Samen; Blatter, Nadeln etc.), aus klinisch relevanten Proben 
(z. B. Vollblut; Gewebe, Mikrobioptate, paraffinierte Mate- 
rialien, ercp-proben, Tupfermaterial von Abstrichen), aus 
Lebensmitteln (z. B. Fisch, Wurst, Konserven. Milch), aus 
forensischen Proben (z. B. Haarwurzein, Zigarettenkippen, 
Blutspuren) wie auch aus anderen Ausgangsmaterialien er- 
folgreich, extrem einfach und sehr schnell durchgefuhrt 
werden. 

Ein weiterer Vorteil des Verfahrens besteht auch darin, 
daB die Isolierung von DNA dabei sowohl aus extrem gerin- 
gen Ausgangsmaterialien (z. B. Isolierung von DNA aus 
1 ul Vollblut; Haarwurzel, Mikrobiopsie < 1 mg)) wie auch 
aus sehr groBen Mengen an Ausgangsmaterialien wie z. B. 
50 ml Vollblut; > 1 g Gewebematerial, > 1 g Pflanzenmate- 
rial hocheffizient durchgefuhrt werden kann. 

Weitere Vorteile des Verfahrens resulderen daraus, daB 
die eingesetzten Puffer aufgmnd des Fehlens chaotroper 
Chemikalien auch nicht mehr toxisch oder atzend wirken. 

Neben einer ailgemeinsten Ausfiihrungsvariante erlauben 
Optimierungen des Extrakdonsverfahrens bezogen auf spe- 
zifische Applikadonen sogar eine fast quantitative Isolie- 
rung der in der Ausgangsprobe enthaltenen DNA-Mengen. 
Erstaunlicherweise kdnnen mit dem erfindungsgemaBen 
Verfahren ohne die nach dem Stand der Technik eingesetz- 
ten chaotropen lonen hoher Konzentradon fur eine DNA- 
Bindung, hdhere DNA- Aus beu ten erziek werden, als dies 
mit kommerziell verfugbaren und hochoptimierten Extrakti- 
onskits mdglich ist. 

Neben der Isolierung von DNA aus alien DNA enthalten- 
den komplexen Ausgangsmaterialien, ermoglicht eine wei- 
tere Ausfuhrungsvariante des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens auch die Isolierung von Plasmid-DNA aus bakteriellen 
Lysaten hocheffizient und ohne den Einsatz von nach dem 
Stand der Technik zur Bindung der Plasmid DNA an minc- 
ralischc Tragermaterialien an sich notwendigen chaotropen 
.Salzen. So werden nach der bekanntermaiten alkalischea 
Lyse der Bakterienzellen die anschliefiende Neutralisations- 
reaktion mittels Natrium- oder Kaliumacetat erfindungsge- 
maB durch Zusatz des neuen Ly&w, u inaungs puff ersys terns, 
namlich durch Zusatz eines oder mehrerer Salze, wie z. B. 
Ammoniumchlorid, Calciumchlorid oder Kaliumchlorid 
durchgefuhrr, Nach Abzentrifugation derProteine und chro- 
niosomalen DNA wird der Uberstand nachfolgend wieder 
mit einer DNA-bindenden Matrix inkubiert, gewaschen und 
die Plasmid-DNA eluiert. 
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Die erfindungsge matte Verfahrensvariante zur Isolierung 
von Plasmid-DNA hat den Vorteil, das das resulderende Pel- 
let aus Proteinen und chromosomaler DNA viel fester pelle- 
tiert war als dies mit Puffern, die chaotrope Salze enthalten 
zu beobachten war. Dies ist ein wichtiger Vbrzug um eine 
^Contamination mit Proteinen bzw. chromosomaler DNA zu 
vcrhindcrn. Darubcr hinaus wurdc die fur die Pcllcticrung 
notwendige Zentrifugationszeit drastisch reduziert. Die er- 
haltenen Ausbeuten an Plasmid-DNA sind dabei gegeniiber 
mit herkorarniichen kommerziell verfugbaren Verfahren 
isolierten Ausbeuten identisch. Das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren ist jedoch zeitsparender, enthalt keine chaotropen 
und darnit toxischen oder atzenden Bestandteile und ist letz- 
lich durch die nur geringen Ionenstarken, welche benotigt 
werden, in der Herstellung sehr viel preiswerter als alie an- 
deren bekannten Systeme. 

Alle mit dem erfindungsgematfen Verfahren isolierte 
DNA kann fur die bekannten und eingesetzten nachfolgen- 
den Reakdonen eingesetzt werden (z. B. PGR, Restrikdons- 
verdau, Mutadonsnachweis etc.) 

AuBerdem betrifTt die Erfindung einen Testkit zur Isolie- 
rung von DNA aus beliebigen Ausgangs mated alien der 

- eine wasserige Losung. die eine nichtchaotrope 
Salzkomponente und eine lysierende Komponente auf- 
weist, 

- eine feste Phase und 

- an sich bekannte Wasch- und Elutionspuffer urnfaBt. 

Vorzugsweise enthalt er zusatzlich einen Alkohol. Als ly- 
sierende Komponente enthalt der Testkit bevorzugt ein De- 
tergenz und/oder ein Protein- abbauendes Enzym. Als feste 
Trager werden bevorrugt Glasfaservlie.se, Gl as mem bran en 
und Siliciumtrager unterschiedlicher Teilchengrofle sowie 
Aerosile eingesetzt. 

Anschliefiend wird die Erfindung an Ausfuhrungsbeispie- 
len naher erlautert. 
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1. Isolierung genomischer DNA aus unterschiedlichen 
Pflanzenmaterialien 

Jeweils 50-100 mg des pflanzlichen Ausgangsmaterials 
wurden unter flussigem SdckstofT zermorsert und nachfol- 
gend in ein 1.5 ml Eppendorf-ReakdonsgefaB QberfUhrt. 

Zugabe von 500 pILy.sepuffer (2% CTAB; 2% Polvvinvl- 
pyrolidon, 10 nuM Tris-HCl; 20 mM EDTA und 1,3 M Am-, 
mooiumcnlorid) und Inkubadon ftir mindestens 30 min bei 

Abzentrifugieren unlysierter Komponenten und Mischen 
des Uberstandes mit 200 pl.Isopropanol. 

Uberfuhren der Losung auf eine Zentrifugadonssaule mit 
einer Glasfasenrtembran (Micro Spin Saule; Fa. LIDA). 

Zentrifugation fur 2 min bei 12.000 rpm. Verwerfen des 
Filtrates und 2 maliges Waschen der Membran mit einem 
Waschpuffer (50 mM NaCl; 10 mM Tris HQ; 1 mM EDTA; 
70% v/vEthanol). 

Nach Ethanqlcntfcmung durch cincn kurzen Zcntrifugati- 
onsschritt (12.000 rpm fur 2 min) Zugabe von 200 pi cincs 
Eludonspuffers (10 mM Tris-HCl; pH 8,7) und Eludon der 
DNA durch Zentrifugation fur 1 min bei 10.000 mm. 

Jeweils 20 ul der eluierten DNA wurden auf ein Agarose- 
gel geladen und nach Ethidiumbromidfarbung dargestellt 
(Abb. 1) 
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2. Simultane Isolierung genomischer DNA aus unterschied- 
lichen Ausgangsmaterialien mil einern UniversalpuOersy- 
stem 

Fur die Isolierung wurden folgende Proben eingesetzt: 
1-Vollblut gefroren; 50 pi, 2-Vollblut; 100 ul, 3-Gurke; 
50 mg, 4-Tomatcnpflanzcnblatt; 100 mg; 5-Spcichclprobc; 
100 ul, 6-GeflugeUeber; Lebensmittel gefroren; 5 mg, 7-Ge- 
flugelleber; Lebensmittel gefroren; 20 mg, 8-Haarwurzel, 9- 
Putensalami; 50 mg, 10-Eibe, Nadeln, 100 mg A He Proben 
wurden in 500 ul Lysepuffer (2% CTAB; 2% Polyvinylpy- 
rolidon, 10 mM Tris-HCl; 20 mM EDTA und 1,5 M Ammo- 
niurnchlorid) und mit Ausnahme aller pflanzlichen Proben 
unter Zugabe von 20 ul Proteinase K (20 mg/ml) bei 65 in- 
kubiert. 

Die Lysate wurden nachfolgend mit 200 ul Isopropunol 
versetzt und auf eine Zentrifugationssaule mit einer Glasfa- 
sermembran (Micro Spin Saule; Fa. LIDA) uberfuhrt. 

Zentrifugation fur 2 min bei 12.000 rpm. Verwerfen des 
Filtrates und 2 maliges Waschen der Membran mit einem 
Waschpuffer (50 mM NaCl; 10 mM Tris HCl; 1 mM EDTA- 
70% v/v Ethanol). 

Nach Ethanolentfernung durch einen kurzen Zentrifugad- 
onschritt (12.000 rpm ftir 2 min) Zugabe von 50-200 ul ei- 
nes Eludonspuffers (10 mM Tris-HCl; pH 8 J) und Eludon 
der DNA durch Zentrifugadon fur 1 min bei 10.000 rpm. 

Jeweils 1/5 der eluierten DNA wurden auf ein Agarosegel 
geladen und nach Ethidiumbromidfarbung dargestellt (Abb. 
2). 

3. Isolierung genomischer DNA aus zwei unterschiedlichen 
Mcngen (50 ul und 200 pi) an Vollblutproben im Vergleich 
mit einem kommer7.iell verfugbaren Extraktionssystem auf 
der Basis cbaotroper Salze und der Bindung der DNA an 
eine Tragermembran in einer Zentrifugationssaule 

Uberfuhrung der Vollblutproben in ein Eppendorf-Reak- 
donsgefaB und Auffullen der Proben mit PBS-Puffer auf ein 
Volumen von 200 pi (50 pl-Proben). Zugabe von 200 ulJLy- 
sepuffer (2% CTAB; 2% Polyvinylpyrolidon, 10 mM Tris- 
HCl; 20 mM EDTA und 1,5 M Ammoniumchlorid) und 
20 pi Proteinase K (20 mg/ml) und Inkubadon rur 10' min 
bei 65°C 

Zugabe von 200 pi IsoproDanol und Beladen einer Zentri- 
fugadonssaule mit einer Glasfasermembran (Micro Spin 
Saule; Fa. LIDA). 

Zentrifugadon ftir 2 min bei 12.000 rpm. Verwerfen des 
Filtrates und 2 maliges Waschen der Membran mit einem 
Waschpuffer (50 mM NaCl; 10 nuM Tris HCl; 1 mM EDTA; 
70% v/v EthanoH. 

Nach Ethanolentfernung durch einen kurzen Zentrifugati- 
onsschritt (12.000 rpm fur 2 min) Zugabe von 100 pi (50 pi- 
Probe) bzw. 200 pi (200 pi-Probe) eines auf 65°C erwarm- 
ten Eludonspuffers (10 mM Tris-HCl; pH 8,7) und Eludon 
der DNA durch Zentrifugadon fur 1 min bei 10.000 rpm. 

Jeweils 20 pi der eluierten DNA wurden auf ein Agarose- 
gel geladen und nach Ethidiumbromidfarbung dargestellt 
(Abb. 3). 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Isolierung von DNA aus beliebigen 
Ausgangsmaterialien, dadurch gekennzeichnet. daJ3 
man das DNA enthaltende Material ohne Verwendung 
chaotroper Suhstanzen mif. einem Lyse/Rindungspuf- 
fersysrem, umfassend eine wasserige T.osung, die eine 
nichtchaotrope Salzkomponente und eine lysierende 
Komponente aufweist, und einer festen Phase in Kon- 
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takt bringt, anschlietiend wascht uad von der festen 
Phase lost. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 ( dadurch gekennzeich- 
net, daS Ausgangsmaterialien kompakte Pflanzenmate- 
rialien, wie Friichte; Samen; Blatter; Nadeln etc., kli- 5 
nisch relevanten Proben, wie Vollblut; Gewebe, Mikro- 
bioptatc, paraffinicrtc Materialmen, crepproben, Tupfcr- 
material von Abstrichen, Lebensmittel, wie Fisch, 
Wurst, Konserven, Milch, forensischen Proben, wie 
Haarwurzcln, Zigarettenkippen, Blutspuren und andere 10 
Proben, die DNA enthalten, sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 das Lyse/Bindungspuffersystem zur Bin- 
dung an die teste Phase eine geringe Ionenstarke auf- 
weist. 15 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Ionenstarke < 1 M ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daJ3 die nichtchaotrope Salz- 
komponente Ammoniumchlorid, Natriumchlorid. Ka- 20 
Liumchlorid, Calciumchlorid und/oder Magnesium- 
chlorid ist, 

6. Verfahren nach einern der Anspruche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daS das Lyse/Bindungspuffer- 
system zur Bindung an die feste Phase einen Alkohol 25 
aufweist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Lyse/Bindungspuffer- 
system Protein-abbauende Enzyme, vorzugsweise 
mindestens eine Proteinase, enthalt. 30 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Lyse/Bindungspuffer- 
system geringe Konzentrationen HDTA oder Tris-KCI 
enthalt. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, da- 35 
durch gekennzeichnet, daB das Lyse/Bindungspuffer- 
system 2-4% Polyvinyipyrolidon enthalt. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB als feste Phase alle Trager- 
materi alien eingesetzt werden, die bei der Isoliemng 40 
mit chaotropen Reagentien Anwendung findea, vor- 
zugsweise Glasfaservliese, Glasrnembranen, Silicium- 
trager und Aerosile sind. 

11. Testkit zur Isolierung von DNA aus beliebigen 
Ausgangsmaterialien enthaltend 45 

- eine wasserige Losung, die eine nichtchaotrope 
Salzkomponente und eine lysierende Komponente 
aufweist, 

- eine feste Phase 

- an sich bekannte Wasch- und Elutionspuffer. 50 

12. Testkit nach Anspruch 11, dadurch gekennzeich- 
net, daB er einen Alkohol enthalt. 

13. Testkit nach Anspruch 11 oder 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die feste Phase Glasfaservliese, 
Glasrnembranen, Siliciumtrager und Aerosile sind. 55 

Hicrzu 3 Scitc(n) Zcichnungcn 



60 



65 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer; 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE198 56 064 A1 
C07H 21/04 

29. Juni 2000 



Anhang: 



Abb. 1: Gelelektrophoretische Darstellung isolierter genomischer DNA aus unterschiedlichen 
Pflanzenproben (0.8% TAE-Agarosegel; Ethidiumbromid gefarbt) 



12 3 4 5 6 7 8 



Spuren: 
NZwicbcl (frisch); 

2- Schnittlauch (frisch; griin) 

3- Schnittlauch (frisch; griin) 

4- Gcranie (hangend; Bluren und Blarter.fnsch) 

5- Ceranic (sichcnd; Blattcr;frisch) 

6- Eibe (Nadein; frisch) 

7- Mauseschwanzgnis (frisch; Blatter grtln) 

8- Reinfain (frisch: griin; Blatter) 
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Abb. 2: Gelelektrophoretische Darstellung isoliener genomischer DNA aus unterschiedlichen 
Ausgangsmaterialien (0.8% TAE-Agarosegel; Ethidiumbromid gefarbt) 



1 23456789 10 




Spuren: 

l-Vollblut gefroren; 50^1, 2-VolLbhit; i00|ai, 3-Gurke; 50 m gl 4-TomatenpflanzenbIatt; 100 mg; 
5-SpeicheIprobe; 100^1, 6-GefIiigelleber; Lebensmittel gefroren; 5mg, 7-GefiugelJeber; Lebensmitwl gefr< 
8-HaarwurzeJ, 9-Putensalami; 50mg, 10-Eibe, Nadeln, lOOmg 
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Abb. 3: Gelelektrophoretische Darstellung isolierter genomischer DNA aus 50^1 Vollblut bzw. 
200|il Vollblut im Vergleich mit einem kommerziell verfugbaren Extraktionskit auf 
der Basis chaotroper Ionen (0.8% TAE-Agarosegel; Ethidiumbrornid gefarbt) 

1 2 3 4 5 6 7 8 



Obere Spur: Proben 1-4; DNA isoliert mittels des erfindungsgemaflen 

Verfahrens; Proben 5-8 isoliert mittels eines kommerziell verfiigbaren 
Kits aus jeweils 50uJ Vollblut 

Untere Spur Proben 1-4; DNA isoliert mittels des erfindungsgemafien 

Verfahrens; Proben 5-8 isoliert mittels eines kommerziell verfugbaren 
Kits aus jeweils 200uJ Vollblut 
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